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ABSTRACT 
 
The isolation and identification of cyanide degrading  bacteria conducted from the gold-mine tailing 
impoundment. The fresh tailing contained 0.81 – 2.17 ppm of CN and  cyanide degrading  bacteria populations.  
From fresh tailing sample, the cyanide degrading  bacteria had been enriched using cyanide media which 
composed of 200 ppm of CN, 1-8 g/L of nutrient broth and trace element.  By several times in enrichment 
culture, isolation and selection of single colonies which were formed on nutrient agar plates, several cyanide 
degrading  bacteria were isolated successfully.  Those bacteria were simplify identified by morphological and 
biochemical tests as Thiobacillus sp.  The characteristics of Thiobacillus sp. were  facultative anaerobic, rod 
shaped, motile, Gram negative,  neutrophilic, and mesophilic.  Thiobacillus  B31P123  and B33P123  could 
utilize cyanide up to 500 ppm as its sole source of energy for growth.  During the degradation of cyanide, 
ammonia was produced as the final products which slightly increased the pH of the medium   Both isolates 
(B31P123 and B33P123) oxidized 200 ppm of CN which performed at rate of 0.32 and 0.35 ppm of CN/hr during 
logarithmic phase and produced ammonium up to 50 and 46 ppm, respectively.  The nitrogen product was 
utilized at more than 80% for biomass cells growth. 
Keywords:  cyanide, gold-mine-tailing, isolation, Thiobacillus   
 
ABSTRAK 
 
Isolasi dan identifikasi bakteri pendegradasi sianida telah dilakukan dari limbah tailing pertambangan 
emas.  Tumpukan tailing segar mengandung 0,81 – 2,17 ppm CN dan kelompok bakteri pendegradasi sianida. 
Dari sampel tailing segar, bakteri pendegradasi sianida telah diperkaya menggunakan media yang mengandung 
200 ppm CN, 1 - 8 g/L nutrient broth dan trace element.  Setelah beberapa kali pengayaan kultur dan diikuti 
dengan isolasi dan seleksi koloni tunggal yang tumbuh pada media padat nutrient agar, sejumlah bakteri 
pendegradasi sianida telah berhasil diisolasi. Isolat bakteri diidentifikasi melalui pengujian morfologi dan 
biokimiawi sebagai Thiobacillus sp. Isolat Thiobacillus sp B31P123 dan B33P123 mampu menggunakan CN 
sebagai sumber energi tunggal hingga 500 ppm CN untuk pertumbuhannya. Selama proses degradasi sianida, 
ammonium diproduksi sebagai produk akhir yang dapat meningkatkan pH media. Kedua isolat Thiobacillus sp. 
B31P123 dan B33P123 mampu mengoksidasi CN pada konsentrasi 200 ppm dengan laju oksidasi masing-
masing 0,32 dan 0,35 ppm CN/jam pada fase logaritkmik dan memproduksi amonium dalam media hingga 50 
dan 46 ppm. Produk nitrogen tersebut digunakan lebih dari 80% untuk perkembangan biomassa sel. 
Kata kunci: sianida, tailing pertambangan emas, isolasi, Thiobacillus   
 
PENDAHULUAN 
 
Pencemaran lingkungan oleh sianida akhir-
akhir semakin meluas. Hal ini disebabkan adanya 
peningkatan kuantitas penggunaan sianida dalam 
beberapa industri yang tidak diimbangi dengan 
proses pengolahan limbah yang memadai. Industri-
industri yang berhubungan dengan metal plating 
(pelapisan logam), serat sintetik, pertambangan dan 
pemurnian logam menghasilkan limbah yang 
mengandung sianida dalam jumlah yang cukup 
besar.  Penggunaan sianida pada proses ekstraksi 
emas pada perusahaan pertambangan besar, 
menghasilkan limbah tailing yang mengandung 
sianida.  Sianida dianggap sebagai pencemar karena 
sifatnya yang toksik bagi makhluk hidup.  Kontak 
(terhirup atau termakan) dengan sianida pada 
konsentrasi yang rendah untuk waktu yang cukup 
lama antara lain dapat menyebabkan gangguan 
pernapasan, sakit kepala dan pembesaran kelenjar 
tyroid, sedangkan kontak pada konsentrasi tinggi 
dengan waktu yang singkat dapat menyebabkan 
gangguan pada otak, jaringan syaraf bahkan dapat 
menyebabkan koma dan kematian.  
Metode yang biasa digunakan oleh pihak 
industri untuk mengolah limbah sianida adalah 
metode kimiawi dan metode fisik (penampungan). 
Proses detoksifikasi sianida secara kimiawi dapat 
menimbulkan persenyawaan kimia yang 
menghasilkan senyawa kimia baru yang bersifat 
toksik. Metode penampungan limbah lumpur 
(tailing) yang mengandung sianida, relatif tidak 
efisien karena memerlukan waktu yang relatif lama 
untuk penguraiannya.  Metode  STD (Submarine 
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Tailing Disposal) yaitu pembuangan limbah/ tailing 
dari pertambangan ke laut juga ternyata tidak  aman.  
Penelitian tentang penghilangan sianida 
dari tailing pertambangan emas telah dicobakan 
pada skala lab dengan teknik constructed wet land 
secara aerobik dan anaerobik (Loredo, 2002; Alvarez 
et al., 2004) dan memerlukan waktu yang cukup 
lama.  Cidu et al. (2011) melaporkan  pada 
pengolahan  tailing dengan konsentrasi sianida 
sekitar 60 – 400 ppm dapat diturunkan dengan 
menaikkan pH hingga 8-11, sehingga sianida turun 
menjadi kurang dari 0,5  ppm  dalam waktu 
beberapa bulan. 
Penerapan teknologi bioremediasi untuk 
mengatasi permasalahan limbah bersianida 
merupakan alternatif yang banyak dipertimbangkan. 
Keuntungan metode ini adalah biaya operasionalnya 
lebih murah dan relatif aman terhadap lingkungan.  
Penelitian ini merupakan langkah awal dalam 
perencanaan pengelolaan lingkungan khususnya bagi 
upaya remediasi tanah/lumpur/tailing yang 
terkontaminasi sianida. Pada tahap awal  dilakukan 
isolasi bakteri pendegradasi sianida dari tailing 
pertambangan emas dan pengujian kemampuan 
isolat untuk biodegradasi sianida. 
 
METODE PENELITIAN 
 
Pelaksanaan penelitian ini meliputi 
pengambilan sampel tailing, pengayaan bakteri, 
isolasi, seleksi, identifikasi bakteri dan pengujian 
aktivitas biodegradasi isolat bakteri terhadap media 
sianida (Gambar 1).  
Sampel tailing diperoleh dari  area 
penambangan emas PT. Aneka Tambang, Gunung 
Pongkor, Kabupaten Bogor. Sampel diambil dari 
tiga titik keluaran proses pengolahan bijih emas. 
Sampel A merupakan tailing yang baru keluar dari 
pipa pembuangan limbah, berbentuk lumpur dan 
selanjutnya disebut sebagai sampel tailing A. 
Sampel B merupakan tailing yang telah ditampung 
di lokasi selama beberapa hari.  Sampel C 
merupakan tailing yang telah disimpan lebih dari 
seminggu.  Sampel tailing B dan C berbentuk tanah. 
Sampel tailing yang digunakan adalah bahan segar 
atau selang pengambilan kurang dari 12 jam untuk 
diisolasi di laboratorium. 
 
Pengayaan Media CN 
Pengayaan kultur dilakukan dengan 
menggunakan media selektif sianida untuk 
mendapatkan bakteri yang memiliki kemampuan 
menggunakan sianida (CN
-
) sebagai sumber karbon 
(C) dan nitrogen (N).  Proses pengayaan dilakukan 
dalam tiga tahap (Gambar 1) dengan menggunakan 
media selektif mengandung NaCN (sodium sianida) 
dengan konsentrasi 200 ppm dalam buffer fosfat pH 
8 dan 0,5 mL larutan trace element (unsur kelumit). 
Komposisi trace element dalam 1 liter air 
mengandung MnCl2.4H2O  1 mg, FeSO4.7H2O  0,6 
mg,  CaCl2.H2O  2,6 mg, dan Na2MoO4.2H2O  6 mg 
(Chapatwala et al., 1998).  Larutan buffer fosfat pH 
8 terdiri dari K2HPO4 4,3 g/L, KH2PO4 3,4 g/L dan 
MgCl2.6H2O 0,3 g/L (Chapatwala et al., 1998).  
Pada tiga tahap  media pengayaan ditambahkan pula 
nutrient broth (NB) sebanyak masing-masing 8, 4, 
dan 2 g/L dengan tujuan untuk membantu 
perkembang-biakan sel bakteri pada fase adaptasi, 
sebelum dapat menggunakan sianida. 
Pada tahap awal, sebanyak 25 g  sampel  
dimasukkan ke dalam erlenmeyer 500 mL dan 
ditambahkan media pengayaan  hingga total  volume 
250 mL, kemudian diinkubasikan pada inkubator 
goyang dengan kecepatan 120 spm, pada suhu ruang 
(27-30
o
C) selama satu minggu.  Selama pengayaan  
dilakukan pengukuran  kekeruhan kultur dengan 
menggunakan spektrofotometer pada panjang 
gelombang 600 nm (OD600).  Bila telah mencapai 
akhir fase logaritmik, maka media diencerkan 
dengan larutan NaCl 0,85%  pada pengenceran 10
5
 - 
10
8
, disebarkan pada media padat nutrient agar 
(NA) dan potato dextrose agar (PDA), kemudian 
diinkubasi pada suhu 27-30
o
C selama 1 - 3 hari. 
Koloni yang tumbuh pada NA yang berisi < 100 
koloni, dari 3 cawan petri terendah populasinya 
(Gambar 2), diberi tanda untuk dilanjutkan pada 
isolasi untuk  dipindahkan ke media pengayaan 
berikutnya sesuai Gambar 1. 
 
Isolasi dan Seleksi Bakteri Pendegradasi CN 
Setelah tahap pengayaan sampel dalam 
media CN dan disebarkan pada media NA, maka 
dipilih sejumlah koloni tunggal yang cukup besar 
dan terpisah dari koloni lainnya. Koloni tunggal 
terpilih dari masing-masing cawan diberi kode.  
Kode B31 berarti sampel tailing B pada  cawan petri 
ke 3 untuk koloni tunggal nomor 1 (Tabel 2).   
Setiap koloni dipindahkan seutuhnya ke dalam 10 
mL media pengayaan 1 (P1) steril (Gambar 1) dalam 
tabung ulir, diinkubasikan dalam inkubator goyang 
pada 120 spm, suhu ruang (27-30
o
C), selama satu 
minggu. Setiap hari diamati perubahan 
kekeruhannya secara visual. Koloni yang keruh 
setelah 4 hari dibuang.  
Setelah kultur terlihat cukup keruh pada 
hari ke 4, setiap kultur terpilih disebarkan pada NA 
dan diinkubasikan beberapa hari. Koloni tunggal 
yang terbentuk pada setiap cawan petri dipilih yang 
terbaik dan diberi kode tambahan (misal menjadi 
B31P1) untuk dilanjutkan.  Koloni tunggal terpilih 
diisolasi dan dipindahkan ke media pengayaan 2 
(P12) dan diinkubasikan dengan cara yang sama. 
Setelah cukup keruh pada hari ke 4, kultur 
disebarkan lagi pada media padat NA dan media 
PDA untuk menguji kontaminasi kapang. Beberapa 
kultur yang tidak tumbuh pada media PDA dan 
terlihat morfologinya seragam pada media NA, 
dipilih satu koloni tunggal diberi kode tambahan 
(menjadi B31P12) untuk diisolasi lanjut pada media 
P123 (Gambar 1).  
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Gambar 1.  Diagram alir penelitian isolasi bakteri pendegradasi 
 
Hasil dari pengayaan 3 (P123) dilakukan 
pengujian pertumbuhan isolat bakteri pendegradasi 
CN pada media P3. Sebanyak 2 mL kultur 
diinokulasikan ke dalam 18 mL media cair 
mengandung sianida 200 ppm dan trace element (0,5 
mL/liter media) dalam tabung serum 70 mL, 
diinkubasi pada 120 spm dan suhu ruang (27-30
o
C) 
selama satu minggu. Dari grafik pertumbuhan 
tersebut dipilih kultur yang tumbuh baik. 
Kegiatan seleksi isolat terpilih berkaitan 
dengan kemampuan isolat dalam memanfaatkan 
sumber karbon dan nitrogen dari sianida pada 
konsentrasi CN yang cukup tinggi. Media yang 
digunakan adalah media selektif sianida padat yang 
terdiri dari buffer fosfat, trace element 0,5 mL, bacto 
Koloni yang tidak tumbuh pada PDA dan tidak terkontaminasi (A=0, B=6, C= 4) kemudian 
digoreskan /ditumbuhkan pada NA.  Koloni ini dilanjutkan pada Pengayaan 3. 
Sampel tailing (A, B, C) segar 
Pengayaan 1 (P1) :  10 mL media cair mengandung sianida 200 ppm + NB 8 g/L +  trace 
element, diinkubasi pada 120 spm dan suhu ruang selama satu minggu. Kultur yang tumbuh 
terbaik pada media NA, dipilih satu koloni, kemudian digoreskan pada NA dan PDA.  
Dua isolat terbaik diidentifikasi secara morfologi, biokimiawi dan laju kemampuan  
biodegradasi sianida. 
Pengayaan 2 (P12) : 10 mL media cair mengandung sianida 200 ppm + NB 4 g/L +  trace 
element, diinkubasi pada 120 spm dan suhu ruang, selama satu minggu.  Kultur yang tumbuh 
terbaik pada media NA, dipilih satu koloni, kemudian digoreskan pada NA dan PDA.  
Pengayaan 3 (P123) ; 10 mL media cair mengandung sianida 200 ppm + NB 2 g/L+  trace 
element, diinkubasi pada 120 spm dan suhu ruang, selama satu minggu.  Kultur diawetkan 
dengan gliserol 10% dan disimpan pada suhu -40
o
C.  
.  
 
25 g sampel ditambahkan 225 ml media cair mengandung sianida 200 ppm + NB 8 g/L +  trace 
element, diinkubasi pada 120 spm dan suhu ruang selama satu minggu.  Kultur diencerkan  
(10
-5 
- 10
-8
) dan ditumbuhkan pada media NA.  
Koloni yang tidak tumbuh pada PDA dan tidak terkontaminasi (A=2, B=12, C=6), kemudian 
digoreskan /ditumbuhkan pada NA.  Koloni ini dilanjutkan pada Pengayaan 2.  
Isolat terbaik digoreskan pada media padat yang mengandung 100-500 ppm CN dan dipilih 
isolat yang mampu tumbuh konsentrasi CN tertinggi (Tabel 3). 
Isolat terbaik pendegradasi sinanida 
Pengujian pertumbuhan bakteri terpilih pada 20 mL media cair mengandung sianida 200 ppm + 
NB 1 g/L+  trace element, diinkubasi pada 120 spm dan suhu ruang selama satu minggu 
(Gambar 3). Dipilih kultur terbaik (5 isolat).  
Koloni yang tumbuh baik pada masing-masing 3 cawan petri, dipilih  (A=20, B=17, C=10), 
diisolasi dan digoreskan pada media NA, kemudian dilanjutkan pada Pengayaan 1.  
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agar dan NaCN pada konsentrasi 100, 200, 300, 400 
dan 500 ppm CN. Isolat bakteri yang dapat tumbuh 
pada konsentrasi CN tertinggi, dipilih untuk 
diidentifikasi. 
 
Identifikasi Bakteri 
Identifikasi isolat dilakukan untuk 
mengetahui jenis bakteri pendegradasi sianida yang 
terpilih/terseleksi.  Prosedur Bergey’s Manual of 
Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) 
dijadikan acuan dalam proses identifikasi ini. 
Sebelum diidentifikasi perlu dilakukan pemurnian 
isolat dan pengujian awal yaitu pengamatan 
morfologi dari isolat. Ciri morfologi yang diamati 
meliputi bentuk sel, motilitas dan pewarnaan Gram. 
Untuk mengetahui jenis bakteri dilakukan pengujian 
secara biokimiawi menggunakan prosedur Microbat 
kit dengan 24 jenis media. 
 
Uji Kemampuan Biodegradasi Sianida  
Tahap pengujian aktivitas degradasi sianida 
oleh isolat bakteri dimaksudkan untuk mengetahui 
laju biodegradasinya.  Satu mL kultur cair segar 
(OD600  sekitar 0,5) diinokulasikan ke dalam 18 mL 
media cair mengandung sianida 200 ppm dan trace 
element (0,5 mL/liter media) dalam tabung serum 70 
mL, kemudian ditutup untuk mencegah kontaminasi. 
Isolat diinkubasi pada inkubator goyang pada 120 
spm suhu ruang 27-30
o
C, selama 2 minggu.   
Aktivitas degradasi sianida oleh bakteri di 
dalam media diamati secara fisik kimia pada hari ke 
0, 3, 5, 7, 11 dan 14 hari.  Parameter yang diamati 
yaitu perubahan kekeruhannya (OD 600 nm) dan 
populasi bakteri (TPC, Total Plate Count), produk 
amonium dan sisa sianida dalam media.  Pengukuran 
konsentrasi CN menggunakan asam pikrat, 
dilarutkan dalam air, dan diukur secara 
spektrofotometer pada 510 nm (AOAC, 1995).  
Pengukuran produk ammonium  menggunakan 
reagen Nessler dan diukur pada spektrofotometer  
pada 425 nm (APHA, 1998). 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
Pengayaan Kultur dan Isolasi Bakteri  
Kandungan CN
-
 dan kadar air dari ketiga 
titik sampling berkisar antara 0,81 – 2,17 ppm dan 
pH netral antara 6,5 – 7,0 (Tabel 1).  Sampel A, 
tailing segar memiliki kandungan CN
-
 paling tinggi. 
Perbedaan kandungan CN
-
 dan kadar air dipengaruhi 
oleh umur dari tailing.  Semakin lama umur tailing 
maka kandungan CN
-
 semakin rendah, diduga telah 
mengalami proses penguapan atau biodegdradasi 
alami. Kandungan sianida dalam tailing tersebut 
ternyata telah melebihi baku mutu limbah cair, 
menurut Keputusan Menteri KLH No. 
51/Men.KLH/10/1995 untuk kegiatan industri antara 
lain kandungan sianidanya 0,5 ppm.    
Tabel 1.  Analisis pH, kadar air dan CN dari sampel 
tailing segar 
 
Sampel 
Tailing 
pH 
Kadar Air 
(%) 
CN
-
 (ppm) 
A 7,0 89,39 2,17 
B 7,0 22,25 1,68 
C 6,5 22,04 0,81 
 
Keanekaragaman populasi mikroba pada 
tailing  segar yang dapat tumbuh pada media NA 
dan PDA dengan pengenceran sampai 10
-3
 
diperlihatkan pada Gambar 2.  Penampakan visual 
menunjukkan bahwa beberapa jenis koloni yang 
tumbuh pada kedua media agar  didominasi bakteri 
dan sedikit kapang. Populasi bakteri pada tailing A 
lebih banyak daripada tailing B dan tailing C, 
diduga umur  dari tailing secara tidak langsung 
mempengaruhi jumlah populasi mikroba pada tailing 
segar. 
     
               A1                             
 
 
 
 
                             A1                                B1                                              C1 
 
 
 
 
A2                                         B2                                            C2 
 
Gambar 2. Populasi mikroorganisma dari tailing A, B dan C segar pada media NA (1) dan             
PDA (2) pada hari kedua inkubasi 
Isolasi Bakteri Pendegradasi Sianida ……………….. 
180  J. Tek. Ind. Pert. Vol. 21 (3), 176-185 
Tabel 2. Tahapan pengayaan bakteri target pada media pengayaan dan isolasi koloni bakteri target pada media 
NA dari sampel tailing A, B dan C 
 
Dari sample tailing segar yang langsung 
diperkaya dengan media CN (Tabel 2) dan  pada 
setiap pengenceran kultur (10
-5 
- 10
-8
) yang 
ditumbuhkan pada media NA diperoleh sejumlah 
koloni. Dari tiga cawan petri yang memunculkan 
koloni dalam jumlah cukup (<  30 koloni), dilakukan 
pemilihan koloni tunggal yang terpisah dan mudah 
diisolasi.  Pada sampel tailing A terpilih 20 koloni, 
tailing B 17, dan tailing C 10 koloni. Koloni tunggal 
ini diisolasi dan digoreskan pada cawan petri lain 
yang berisi media NA secara terpisah (Tabel 2) 
dengan total 47 koloni terpilih. 
Berdasarkan pengamatan secara visual 
terhadap perubahan kekeruhan pada media 
pengayaan 1 diketahui bahwa media mulai 
mengeruh pada hari kedua inkubasi. Sejumlah kultur 
yang lambat tumbuh hingga hari ke 4, dibuang. Dari 
sejumlah kultur yang baik disebarkan pada media 
NA untuk pemurnian dan pada PDA untuk 
mengecek kontaminasi kultur. Kultur yang baik dan 
tidak terkontaminasi dari hasil pengayaan 1 
diperoleh 20 isolat; yaitu tailing A 2 koloni, tailing 
B 12 koloni dan tailing C 6 koloni (Tabel 2). Ke-20 
isolat ini digoreskan pada media NA untuk 
perbanyakan kultur yang akan digunakan pada 
pengayaan 2. 
Pada media pengayaan 2 perubahan 
kekeruhan terjadi pada hari keempat inkubasi   
Tahapan pengayaan, 
isolasi dan seleksi 
bakteri  
Jumlah dan kode koloni terpilih pada media NA untuk dilanjutkan pada  
media  pengayaan dan isolasi bakteri 
Tailing A Tailing B Tailing C 
Pengayaan awal dari 
tailing segar : 
     Cawan petri 1 
 
     Cawan petri 2 
 
 
    Cawan petri 3  
9 koloni 
A11, A12, A13, A14 
A15, A16, A17, A18 
A19,   
8 koloni 
B11, B12, B13, B14, B15, 
B16, B17, B18, 
5 koloni 
C11, C12, C13, C14, 
C15 
 
6 koloni 
A21, A22, A23, A24, 
A25, A26 
5 koloni 
B21, B22, B23, B24, B25, 
4 koloni 
C21, C22, C23, C24 
 
4 koloni 
A31, A32, A33, A34 
4 koloni 
B31, B32, B33, B34 
1 koloni 
C31 
Pengayaan 1 (P1) : 
(keruh pada hari ke- 2 
inkubasi) 
Koloni yang tidak tumbuh sampai hari ke 7 pada P1, atau terlihat terkontaminasi 
pada media NA dan PDA, tidak dilanjutkan. 
2 koloni  
A11P1, A14P1 
 
12 koloni 
B11P1, B12P1, B15P1, 
B16P1, B18P1 
B21P1, B23P1, B24P1 
B31P1, B32P1, B33P1, 
B34P1 
6 koloni 
C13P1, C15P1 
 
C21P1, C22P1, C24P1 
 
C31P1 
Pengayaan 2 (P12): 
(keruh pada hari ke- 4 
inkubasi) 
Koloni yang tidak tumbuh sampai hari ke 7, atau terlihat terkontaminasi pada 
media NA dan PDA, tidak dilanjutkan. 
- 6 koloni 
B12P12 
B21P12, B24P12 
B31P12, B32P12, 
B33P12 
4 koloni 
 
C21P12, C22P12, 
C24P12 
C31P12 
Pengayaan 3 (P123):   
 
Pengayaan 3 (P123) dan pengujian pertumbuhan isolat  bakteri pada media P123 
(Gambar 3) 
- 4 koloni 
B21P123, B24P123 
B31P123, B33P123 
1 koloni 
C22P123 
Uji kemampuan 
biodegradasi CN 
- 
 
Pengujian kemampuan isolate pada media padat 
mengandung konstentrasi CN tinggi (100-500 ppm)  
2 koloni terpilih 
B31P123 (Thiobacillus sp. 
B31P123) dan B33P123     
(Thiobacillus sp. B33P123) 
- 
Keterangan :  B31P123 = Pengayaan awal dari tailing B disebarkan dan diisolasi dari  cawan petri 3 koloni 1, 
pengayaan  media selektif  P 1,2,3 diambil 1 koloni dari setiap cawan petri dari pengayaan P 
1, 2 dan 3  
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(Tabel 2). Media pengayaan 1 lebih cepat mengeruh 
daripada media pengayaan 2. Hal ini diduga karena 
media pengayaan 1 lebih kaya nutrisi (jumlah 
nutrient broth lebih banyak) daripada media 
pengayaan 2.  Pada proses pengayaan 2, diketahui 
bahwa dari ke-20 kultur hanya 10 diantaranya yang 
cukup keruh pada hari keempat. Kultur yang lambat 
tumbuh dibuang. Hasil dari pengayaan 2 ini 
disebarkan kembali pada media NA dan PDA, dan 
ternyata tidak terkontaminasi.  Setelah digoreskan 
pada media NA, kesepuluh isolat tersebut kemudian 
dilanjutkan pada media pengayaan 3 selama satu 
minggu.  
Kesepuluh isolat tersebut inokulasi pada 
media buffer fosfat yang mengandung 200 ppm CN 
dan trace element,  dan diinkubasikan selama 7 hari 
untuk memperoleh grafik pertumbuhan (Gambar 3).  
Ada lima jenis isolat yang tumbuh lambat, 
sedangkan lainnya tumbuh baik. Kelima isolat 
bakteri yang tumbuh baik, dilanjutkan untuk 
diseleksi terhadap kemampuan degradasi sianida 
pada konsentrasi yang cukup tinggi. 
Berdasarkan pengamatan, tidak terjadi 
perubahan nilai pH yang drastis selama pertumbuhan 
isolat tersebut.  Nilai pH yang paling tinggi adalah 8 
dan paling rendah adalah 6,5. Peningkatan nilai pH 
diduga terjadi karena pembentukan ammonium dari 
proses degradasi senyawa sianida di akhir proses 
pengayaan (Chapatwala et al., 1998).  
 
Seleksi Isolat Pendegradasi Sianida 
Tahap seleksi isolat ini dilakukan untuk 
mendapatkan isolat pendegradasi sianida pada 
konsentrasi paling tinggi terhadap lima jenis isolat 
yang menunjukkan grafik pertumbuhan tertinggi 
pada Gambar 3.  Proses seleksi dilakukan terhadap 
kemampuan pertumbuhan goresan isolat pada media 
padat dengan tingkat konsentrasi sianida 100, 200, 
300, 400 dan 500 ppm.  Pada awal masa inkubasi, 
perkembangbiakan isolat tersebut diduga mampu 
beradaptasi pada konsentrasi CN yang cukup tinggi. 
Pertumbuhan koloni pada media diamati secara 
visual selama 7 hari.   Dari proses seleksi ini, 
diketahui hanya dua goresan isolat yang mampu 
tumbuh pada media padat sianida hingga konsentrasi 
500 ppm CN yang teramati pada hari ke 6.  Kedua 
isolat tersebut adalah B31P123 dan B33P123 (Tabel 
3).  
 
Tabel 3. Kemampuan tumbuh kelima goresan isolat 
pada media CN padat 
 Kode Isolat 
  
Konsentrasi sianida (ppm) 
100 200 300 400 500 
B31P123 ++ ++ ++ + + 
B33P123 ++ ++ + + + 
B24P123 ++ + + - - 
B21P123 + + - - - 
C22P123 + + - - - 
Keterangan :  - tidak tumbuh, + tumbuh, ++ tumbuh 
dengan baik 
 
 Berdasarkan hasil ini isolat terbaik adalah 
B31P123 dan B33P123 yang berasal dari sampel 
tailing B yaitu koloni B31 dan B33 (Tabel 2). Hal 
ini menunjukkan bahwa tailing B (lumpur yang 
dibuang beberapa hari) lebih kaya mikroba dan lebih 
potensi dibandingkan tailing A (baru keluar dari 
proses) atau tailing B (telah ditampung lebih dari 
seminggu). 
 
 
Gambar 3.  Pertumbuhan 10 isolat bakteri pendegradasi sianida 
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Identifikasi Isolat Bakteri  
Identifikasi dilakukan terhadap dua isolat 
hasil seleksi yaitu B31P123 dan B33P123, meliputi 
pengamatan morfologi, uji pewarnaan Gram, uji 
motilitas dan uji-uji biokimiawi lanjutan.  
Identifikasi dengan pewarnaan Gram dilakukan 
untuk mengelompokkan bakteri ke dalam dua 
kelompok besar yaitu Gram positif atau Gram 
negatif. Hasil identifikasi pewarnaan gram terhadap 
kedua isolat menunjukkan bahwa keduanya 
termasuk ke dalam kelompok bakteri Gram negatif 
(Tabel 4). 
 
Tabel   4.  Hasil pengujian isolat 
Parameter 
Isolat 
B31P123 
Isolat 
B33P123 
Bentuk sel Batang Batang 
Pewarnaan Gram - - 
Motilitas Motil Motil 
Fakultatif anaerob + + 
pH Netral Netral  
Suhu tumbuh (
o
C) 25 - 30 25 - 30 
Glukosa + + 
Citrat + + 
Nitrat + + 
Inositol + + 
Urease + + 
Oksidase - - 
Sukrosa - - 
Laktosa - - 
Rafinosa - - 
Manitol - - 
Xylosa - - 
Gelatine - - 
Malonat - - 
Arginin - - 
Lysine - - 
Ornitine - - 
H2S - - 
 
Pengamatan morfologi terhadap kedua 
isolat menunjukkan bahwa keduanya berbentuk 
batang (rod shape), motil, Gram negatif, fakultatif 
anaerob, pH netral (6,5-8,0) dan suhu optimum pada 
25-30 
o
C.  Kedua isolat memberikan respon positif 
terhadap pengujian  glukosa, nitrat, sitrat, inositol, 
dan menghasilkan urease, Kedua isolate 
menunjukkan respon negatif terhadap uji    manitol, 
xylosa, sukrosa, laktosa,  rafinosa, oksidase, lysine, 
ornitine, dan arginin (Tabel 4). 
Berdasarkan hasil pengamatan morfologi, 
sifat pewarnaan, motilitas dan hasil uji lanjutannya 
(Tabel 4), kedua isolat B31P123 dan B33P123 
teridentifikasi sebagai Thiobacillus thioparus, 
namun terlalu riskan untuk memutuskan sampai 
spesies thioparus tersebut, karena seharusnya 
dilakukan dengan uji sekuen DNA dari 16sRNA 
untuk menentukan level spesies.   
Menurut Holt et al. (1994) Thiobacillus 
thioparus merupakan bakteri aerob yang bersifat 
mesofilik dengan pH optimum netral (6-8) dan suhu 
optimum 25-35
o
C, dapat mengoksidasi senyawa 
sianida dalam bentuk thiosianat dan dapat mereduksi 
nitrat menjadi nitrit.  Menurut Stratford et al. (1994), 
Thiobacillus thioparus dapat menggunakan 
thiosianat sebagai sumber nitrogen, sulfur, karbon 
maupun sebagai sumber energinya. Thiobacillus 
thioparus, dengan galur yang berbeda, dapat 
mengoksidasi thiosianat melalui dua pathway. Galur 
Thiobacillus thicyanooxidans diketahui dapat 
mengoksidasi thiosianat via cyanate pathway, 
sementara T. Thioparus galur THI 115 dapat 
mengoksidasi thiosianat via carbonyl sulfide 
pathway (Katayama et al., 1992).   
Bakteri Thiobacillus sp. yang diisolasi dari 
tailing  yang sama dengan menggunakan media 
pengayaan Na2S (Yani et al., 2009) telah 
dipergunakan sebagai starter  pada biofilter untuk 
penghilangan gas H2S.  Isolat tersebut secara normal 
mampu menggunakan substrat sulfida, berupa gas 
H2S.  Pada penelitian ini, isolasi dilakukan dengan 
menggunakan media sianida. Hasil ini menunjukkan 
bahwa bakteri Thiobacillus sp. mampu 
menggunakan substrat sulfide dan sianida. 
 
Uji Kemampuan Biodegradasi Sianida  
Uji kemampuan biodegradasi isolat 
terhadap senyawa sianida dilakukan untuk 
mengetahui lebih lanjut profil kemampuan isolat 
dalam mendegradasi senyawa sianida di dalam 
media cair.  Sebanyak 2 mL inokulum 
diinokulasikan ke dalam 18 mL media cair sianida 
dalam botol serum 70 mL, ditutup dan diinkubasi 
selama dua minggu.   
Laju perubahan kekeruhan sebanding 
dengan laju pertumbuhan bakteri (Gambar 4).  
Semakin cepat laju pertumbuhan bakteri dalam 
media, maka sebanding dengan peningkatan OD atau 
kekeruhan media tersebut. Nilai optical density (OD 
600 nm) kultur kedua isolat ini relatif kecil hanya 
mencapai 0,18 dibandingkan pencapaian pada media 
P3 (Gambar 3) mencapai 0,6.  Hal ini diduga, karena 
isolat hanya menggunakan substrat CN (autotroph), 
sebagai sumber karbon dan nitrogen tanpa tambahan 
nutrient broth, walaupun populasinya mampu 
mencapai sekitar 10
8
 cfu/mL (Gambar 4). 
 Pada grafik tersebut, terlihat  bahwa fase 
log (pertumbuhan cepat) dari isolat B33 lebih cepat 
dari  isolat B31, walaupun perbedaanya tidak begitu 
nyata. Fase stasioner dari isolat B33 mulai terjadi 
pada hari ke 12, sedangkan pada isolat B31 mulai 
terjadi pada hari ke 14.  Hasil pengukuran 
konsentrasi sianida dalam kultur selama inkubasi 
menunjukkan adanya penurunan konsentrasi sianida 
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di dalam media (Gambar 5).  Degradasi  sianida ini 
juga ditandai dengan peningkatan konsentrasi 
ammonium dalam media (Gambar 5), peningkatan 
kekeruhan media (Gambar 4) dan jumlah sel 
(Gambar 4) sebagai hasil metabolisme bakteri. 
Konsentrasi CN
-
 (hari ke nol) yang terukur 
pada media yang diinokulasi B31P123 dan B33P123 
ternyata sedikit lebih besar daripada konsentrasi CN
-
 
pada media blanko (200 ppm) yaitu masing-masing 
adalah 238 ppm dan 233 ppm. Hal ini terjadi karena 
adanya kandungan sianida dari inokulum yang 
digunakan, sehingga terjadi penambahan konsentrasi 
CN
-
 pada media. 
Konsentrasi CN
-
 yang terukur pada media 
yang diinokulasi B31P123 dan B33P123 di akhir 
masa inkubasi (hari ke 14) masing-masing adalah 
122 ppm dan 108 ppm. Dengan demikian kedua 
isolat mampu mendegradasi CN
-
 masing-masing 
sebesar 49% atau sebesar 116 ppm (B31P123) dan 
53,5% atau sebesar 125 ppm (B33P123). Turunnya 
konsentrasi sianida di dalam kultur  media tersebut 
disebabkan biodegradasi sianida oleh bakteri. 
Laju biodegradasi sianida pada kedua isolat 
yang dihitung sampai hari ke 4 (96 jam) dan 
dikoreksi kontrol, terhitung masing-masing 1,00 
ppm-CN/jam  (B31P123) dan 1,08 ppm-CN/jam 
(B33P123). Setelah hari ke 4, laju biodegradasi 
kedua isolat terus mengalami penurunan atau 
kandungan CN media relative konstan sekitar 108 – 
127 ppm (Gambar 5). Padahal kekeruhan media 
terus meningkat pada hari 4 – 14 (Gambar 4).  
Penurunan laju degradasi sianida, diduga 
karena isolat menggunakan sumber karbon lain yang 
dapat membantu dalam proses biodegradasi sianida, 
dengan cara membentuk kompleks glukosa-sianida 
(Figueira et al., 1996),  sehingga sianida menjadi 
lebih mudah didegradasi.  Penurunan  senyawa 
glukosa dalam media, diduga menjadi pembatas laju 
degradasi sianida tersebut.  
 
Gambar 4.  Pertumbuhan isolat B31P123 dan B33P123 selama  biodegradasi sianida 
 
 
Gambar 5.   Penurunan konsentrasi CN dan peningkatan konsentrasi amonium dalam media 
sebagai hasil biodegradasi sianida oleh isolat B31P123 dan B33P123 
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Profil biodegradasi senyawa sianida yang 
mirip dengan profil degradasi kedua isolat pada 
penelitian ini, ditemui pula pada sebuah sistem 
pengolahan limbah cair bersianida secara insitu 
dalam  bioreaktor yang berisi kapur (limestone)  dan 
kompos (Loredo, 2002).  
Penelitian tentang biodegradasi sianida dari 
berbagai lingkungan tercemar limbah sianida 
semakin berkembang. Beberapa diantaranya adalah 
menggunakan bakteri Pseudomonas putida 
(Chapatwala et al., 1998), bakteri rumen 
Megasphaera elsdenii (Abrar, 2001) dan 
Escherichia coli (Figueira et al., 1996).  Berdasarkan 
penelitian Chapatwala et al. (1998), parameter lain 
yang dianggap perlu untuk diamati pada uji 
kemampuan biodegradasi ini, selain perubahan 
kekeruhan dan penurunan konsentrasi sianida di 
dalam media, adalah pembentukan amonium.  
Menurut Fallon (1992), produksi amonium 
merupakan salah satu indikator terjadinya 
biodegradasi sianida oleh mikroba. Selama masa 
inkubasi, diketahui terjadi peningkatan konsentrasi 
amonium di dalam media uji. Kenaikan konsentrasi 
amonium berbanding terbalik dengan konsentrasi 
sianida. Hal ini diduga berhubungan dengan proses 
degradasi senyawa sianida di dalam media akibat 
aktivitas mikroba yang telah diinokulasikan 
sebelumnya pada media uji. 
Laju produksi amonium sampai hari ke 4 
masing-masing mencapai 0,13 ppm-NH4
+
/jam  
(B31P123) dan 0,10 ppm-NH4
+
/jam (B33P123), 
tetapi sampai hari ke 14 laju produksinya sama yaitu 
0,10 ppm-NH4
+
/jam.  Laju biodegradasi sianida pada 
kedua isolat sampai hari ke 4 terhitung dari 
konsumsi nitrogen, masing-masing 0,56 ppm-N/jam 
(B31P123) dan 0,60 ppm-N/jam (B33P123). Laju 
produksi amonium pada media sampai hari ke 4, 
masing-masing 0,10 ppm-N/jam dan 0,07 ppm-
N/jam.  Hal ini menunjukkan bahwa biodegradasi 
CN, digunakan untuk pertumbuhan sel hingga lebih 
dari 80% nitrogen. Setelah sumber N terpenuhi, 
nampaknya sel tidak memerlukan lagi, sehingga laju 
biodegradasi CN semakin rendah setelah hari ke 4. 
 
KESIMPULAN DAN SARAN 
 
Kesimpulan 
Eksplorasi dan isolasi bakteri dari  tailing 
penambangan emas  menghasilkan  isolat bakteri 
yang diketahui mampu mendegradasi senyawa 
sianida. Dari 20 isolat yang tumbuh, hanya 5 isolat 
yang menunjukkan pertumbuhan yang baik pada 
media CN 200 ppm. Isolat yang mampu tumbuh 
pada konsentrasi media 500 ppm CN adalah  isolat 
B31P123 dan B33P123 yang berasal dari limbah 
tailing B. Hasil identifikasi menunjukkan bahwa 
keduanya termasuk genus Thiobacllus sp.  dengan 
karakteristik laju biodegradasi CN yang sama.  
Kedua isolat (Thiobacllus sp B31P123 dan 
B33P123) mampu mendegradasi sianida pada 
konsentrasi 200 ppm, sekitar 50% sampai hari ke 4.  
Laju biodegradasi sianida sekitar 0,13 ppm-CN/jam 
dan laju produksi amonium pada media sekitar 0,10 
ppm-NH4+/jam atau 0,10 ppm-N/jam.  Dari selisih 
nitrogen ini, diketahui bahwa hasil degradasi CN, 
lebih dari 80% nitrogen digunakan sel untuk 
perkembangan biomassanya. 
 
Saran 
Identifikasi isolat sebaiknya menggunakan 
sekuen 16sRNA untuk meyakinkan hingga level 
spesies bakteri.  Kemampuan tumbuh isolat bakteri 
Thiobacllus sp hingga 500 ppm CN dengan laju 
biodegradasi yang cukup tinggi, dapat 
dikembangkan dalam pengolahan limbah 
cair/lumpur sianida pada beberapa industri.  
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